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ABSTRAK 
Nama Penyusun : Khadijah Jaka 
Nim   : 60500108009 
Judul Skripsi    : Isolasi dan uji aktivitas enzim amilase dari bakteri termofilik 
pada sumber air panas masammba 
___________________________________________________ 
 Bakteri termofilik merupakan salah satu sumber yang mampu menghasilkan 
enzim amilase. Enzim amilase dari bakteri termofilik mempunyai nilai ekonomi yang 
tinggi dalam bidang idustri. Enzim amilase merupakan enzim yang mampu memecah 
ikatan pada pati hingga membentuk maltosa atau glukosa. Pada penelitian ini, enzim 
amilase diisolasi dari bakteri termofilik pada sumber air panas Masamba yang 
dilakukan dengan beberapa tahap yaitu, isolasi bakteri dari termofilik dari sumber air 
panas, uji kualitatif adanya enzim amilase dan penetuan waktu produksi optimum 
enzim amilase dengan metode Nelson-Samogyi. Bakteri termofilik mampu 
menghasilkan enzim amilase yang diindikasikan dengan terbentuknya zona bening 
pada uji iodin sendangkan waktu produksi optimum enzim amilase dari bakteri 
termofilik adalah 48 jam dengan konsentrasi glukosa sebesar 0.02708                 
µ.mol per menit  . 
Kata kunci : Bakteri termofilik, Enzim amilase, Uji aktivitas 
 
  
 
 
 
 
ABSTRAK 
Nama Penyusun : Khadijah Jaka 
Nim    : 60500108009 
Judul Skripsi    : Isolation of the enzyme amylase from thermophilic bacteria  
in hot spring Masammba 
 _____________________________________________ 
 Thermophilic bacteria is one source that could produce the enzyme amylase. 
The enzyme amylase from thermophilic bacteria have a high economic value in the 
field industri. It is have capable of  breaking bonds in the starch to form maltose or 
glucose. In this study, amylase enzymes isolated from thermophilic bacteria in hot 
springs Masamba performed with several stages, from the thermophilic bacterium 
isolated from a hot spring, a qualitative assay and the enzyme amylase . 
Determination optimum enzyme amylase production time by the method of     
Nelson-Samogyi. Thermophilic bacteria capable of producing the enzyme amylase 
which is indicated by the formation of clear zones on iodine test sendangkan 
optimum enzyme amylase production time from thermophilic bacteria is 48 hours 
with a glucose concentration 0.02708 µ.mol per amenit  . 
Keywords: Thermophilic bacteria, Enzymes amylase, Activity test 
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BAB I 
PENDAHULUAN 
 
A. Latar Belakang 
 Indonesia merupakan salah satu negara beriklim tropis yang mempunyai 
keanekaragaman hayati yang cukup besar diantaranya adalah keanekaragaman 
mikroorganisme. Salah satu jenis mikroorganisme adalah bakteri termofilik. Dimana 
mikroorganisme ini dapat ditemukan diberbagai tempat baik di tanah maupun air.  
 Bakteri termofilik merupakan mikroorganisme yang memiliki karakteristik 
sebagai berikut, hidup pada suhu tinggi dimana suhu optimum tumbuhnya bakteri ini 
adalah 55
0
C-60
0
C sedangkan minimumnya adalah 40
0
C dan maksimumnya adalah 
75
0
C.
1 
 bakteri termofilik dapat memproduksi ezim. Salah satu tempat hidup bakteri 
termofilik adalah sumber air panas. Sebagai mana firman Allah yang berbunyi 
                             
                             
      
  
 
                                                 
1
Umi Rahayu, Skrining Bakteri Termofilik Penghasil enzim Protease.Bul. Tek. Lit. akuakultur 
vol. 6. No.2, 2007. Balai Besar Riset Pengolaan Produk dan Bioteknologi Kelautan dan Perikanan 
Jakarta 
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Terjemahannya 
“Dan Allah telah menciptakan semua jnis hewan dari air, maka sebagian dari 
hewan itu ada yang berjalan diatas perutnya dan sebagian berjalan dengan 
dua kaki sedangkan sebagian (yang lain) berjalan dengan empat kaki. Allah 
menciptakan apa yang dikehendaki-Nya, sesungguhnya Allah Maha Kuasa 
atas segala sesuatu” QS: An Nuur [24] : 45 
 
Ayat diatas menegaskan bahwa disamping bukti-bukti kekuasaan dan 
limpahan anugerah-Nya yang ditemukan sebelum ayat ini yang berbunyi 
                      
 
Terjemehannya 
“Allah Mempergantikan malam dan siang. Sesungguhnyapada yang demikian 
itu,pasti terdapat pelajaran bagi orng-orang yang mempunyai penglihatan 
(yang tajam)” QS: An Nur [24] : 44. 
 
Allah juga telah menciptakan hewan dari air yang memencar sebagaimana Dia 
menciptakan tumbuhan dari air yang tercurah. Lalu Allah menjadikan hewan-hewan 
itu beraneka jenis, potensi dan fungsi.
2
 
Ayat tersebut menjelaskan bahwa sesungguhnya apa yang telah diciptakan oleh 
Allah SWT memiliki manfaat dalam kehidupan. Salah satu contohnya hewan dari air 
yaitu bakteri  dimana bakteri ini mempunyai peranan yang sangat penting dalam 
kehidupan manusia. Hal ini membuktikan bahwa Al-Quraan adalah kitab yang 
didalamnya berisi berita dan informasi yang semua terbukti kebenarannya. 
Aplikasi enzim sebagai katalisator telah banyak digunakan dalam bidang 
industri baik industri berskala rumah tangga maupun industri berskala besar seperti 
                                                 
2
M. Qurais Shihab, Tafsir Al-Misbah, Vol 8 (Ciputat : Lentera Hati, 2009), h. 597  
13 
 
industri farmasi dan pangan.
3
 Enzim dapat diprduksi baik dari tumbuhan, hewan 
maupun mikroorganisme, salah satu jenis mikroorganisme yang dapat menghasilkan 
enzim adalah bakteri termofilik. Salah satu enzim yang mampu dihasilkan oleh 
bakteri termofilik adalah enzim amilase. 
Enzim yang diproduksi dari bakteri termofilik bersifat termostabil dimana 
enzim ini mampu bekerja menggunakan beberapa substrat, kecepatan reaksinya 
tinggi,
4
 tidak memerlukan sitem pendingin bioreaktor, kemungkinan kontaminasi 
rendah
5
. 
Enzim merupakan biokatalisator, sebagaimana katalis anorganik yang 
berfungsi mempercepat suatu reaksi namun katalisator menggunakan enzim tidak 
mempengaruhi kesetimbangan akhir reaksi. Enzim tersusun atas polimer biologi. 
Katalis menggunakan enzim mempunyai kelebihan dari katalis yang lain yaitu 
produktifitasnya dapat meningkat beberapa kali lebih tinggi, bekerja secara spesifik, 
selektif pada substrat tertentu serta dapat pula bekerja pada pH yang relatif netral 
dan pada suhu yang relatif tinggi sehingga menekan penggunaan energi yang tinggi,
6
 
                                                 
3
Mukhamda Kosim, dkk, Pengaruh Suhu Pada Protease dari Bacillus Subtilis (Prosding 
Skripsi Semester Genap, Jurusan Kimia FMIPA ITS 2009-2010)h, 1  
 
4Brock. T.D “Life at High Temperatures. Science” (1989) vol; 230, h. 132 
 
5
 Lind. L.R “Production Of Ethanol From Lignocellulosic Materials Using Therrnophilic 
Bacteria: Critical Evaluation Of  Potential and Review. Adv. In Biochem. Eng/Biotechnol. Springer 
Verlag” (1998) vol:38, h. 1-152 
 
6
 Mukhamad Kosim, loc. cit 
14 
 
selain itu penggunaan katalisator menggunakan enzim dapat mengurangi 
pencemaran lingkungan dan tidak beracun.
7
 
Enzim amilase mempunyai peranan yang sengat penting dalam bidang 
industri pangan maupun non pangan. Enzim amilase merupakan biokatalisator yang 
mampu mengkatalisis reaksi hidrolisis pati menjadi beberapa gula sederhana. 
Sehingga enzim ini banyak digunakan pada industri tekstil, deterjen dan gula cair 
non tebu.
8
 Namun di samping banyaknya kebutuhan untuk pemenuhan enzim 
amilase dalam bidang industri tetapi enzim amilase masi diimpor dari luar negri. 
Berdasarkan data yang diperoleh kebutuhan akan enzim amilase pada tahun 2010 di 
dunia sangat tinggi yaitu mencapai penjualan sekitar US S2 milyar. Hal ini yang 
melatar belakangi penelitian ini.
9
 
 
B. Rumusan Masalah 
  Berdasarkan latar belakang di atas maka permasalahan utama dalam penelitian 
ini adalah 
1.  Apakah ada isolat bakteri termofilik pada sumber air panas Masamba ? 
2. Bagaimana Pengaruh suhu terhadap pertumbuhan  bakteri termofilik ? 
3. Bagaimana pengaruh lama inkubasi terhadap aktivitas enzim ? 
                                                 
7
 Rena Yuneta dan Surya Rosa Putra, Pengaruh Suhu Pada Lipase dari Basillus Subtilis 
(Prosding Skripsi Semester Genap, Jurusan Kimia FMIPA ITS 2009), h. h1 
 
8
Elidar Naiola. Karakteristik dan Optimasi Media Produksi Amilase Dari Aspergilus Dan 
Aspergilus  Clavatus (Puslit Biologi-LIPI Bogor. 2003) Berita Biologi vol 6. No. 3, h. 415 
 
9
Sivarmakrishnan S, Gangadharan D, Nampoothiri KD, Sossol CD and Pandey A. 2006. A-
amilase from microbial sources-An overview on rencet developments. Technol Biotecnol. 44: 173-184 
15 
 
 
C. Tujuan Penelitian 
   Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut 
1. Memperoleh isolate bakteri termofilik dari sumber air panas Masamba. 
2. Mengetahui pada suhu berapa bakteri termofilik dapat tumbuh 
3. Mengetahui aktivitas enzim amilase dalam menghidrolisis pati 
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BAB II 
TINJAUAN PUSTAKA 
 
A. Bakteri Termofilik 
Sejak tahun 1879 istilah termofilik sudah digunakan oleh Miquel. Istilah ini 
digunakan untuk menggambarkan pada mikroorganisme  yang mampu hidup pada 
lingkungan dengan suhu yang tinggi dimana mikroorganisme lain tidak mampu 
hidup.
10
 
Setiap mikroorganisme memiliki kemampuan tersendiri untuk beradapatasi 
dengan lingkungan tempat hidupnya, begitu pula bakteri termofilik. Dimana bakteri 
ini mempunyai kemampuan untuk beradatasi dengan lingkungan yang ekstrim seperti 
pada suhu, pH dan kadar garam yang tinggi,
11
 selain itu bakteri termofilik juga 
mampu hidup atau beradaptasi dalam kondisi ekstrim seperti dalam keadaan tekanan 
dan  radiasi tinggi dan dalam senyawa toksis.
12
 Ada beberapa faktor yang 
menyebabkan bakteri termofilik mampu bertahan hidup pada kondisi ekstrim yaitu 
membran penyusun memiliki struktur protein yang bersifat termostabil dan 
                                                 
10
Desi Kristina Sianturi. Isolasi Bakteri Dan Uji Aktivitas Amilase Termofil Kasar Dari 
Sumber Air Panas Penen Sibirubiru Sumatera Utara (Tesis. universitas Sumatra Utara, Medan,  2009), 
h.36 
11
 Ibid 
 
12
 Rosalina Pakpahan,  Isolasi Bakteri dan Uji Aktivitas Protease Termofilik dari Sumber Air 
Panas Sipolon Tapanuli Utara Sumatera Utara (Tesis ,USU. Medan. 2009), h. 1  
 
6 
17 
 
proteolisis sehingga tidak terjadi denaturasi.
13
 Membran penyusun dari bakteri ini 
adalah asam lemak jenuh yang melengkapi suatu lingkungan hidrofobik untuk sel, 
sehingga menjaga kekuatan sel untuk hidup pada suhu meningkat.
14
  
 
1. Struktur Sel Bakteri Termofilik 
      Setiap mahluk hidup memiliki struktur sel. Begitu pula dengan bakteri 
termofilik. Bakteri ini memiliki struktur yang unik sehingga bakteri ini mampu 
bertahan hidup pada kondisi yang ekstrim. Keunikan struktur sel dari bakteri ini 
adalah sebagai berikut : 
a. Membran Sel 
    Setiap mahluk hidup mempunyai membran sel. Pada umunya membran sel 
dari mahluk hidup adalah lipoprotein. Dimana lipoprotein tersusun dari lipid 
dan protein. Pada mahluk hidup lipi dari membran selnya dihubungkan denga 
ikatan ester. Begitu pula dengan bakteri termofilik memiliki sel yang tersusun 
atas lipid. Namun lipid dari membran sel bakteri termofilik terbentuk oleh 
proses kondensasi dari glisero
15
. Gliserol yang terbentuk terdiri atas dua unit 
yang berikatan atau cross link dengan dua unit isoprenoid. Isoprenoid (tersusun 
atas 40 atom C) merupakan jembatan jenuh rantai panjang yang mencair hanya 
pada suhu tinggi. Digliserol tetrameter akan membatasi pergerakan lateral dari 
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membran lipit yang tidak tergantung satu terhadap yang lain pada kedua 
permukaannya. Keadaan ini membuat membran menjadi stabil pada keadaan 
asam atau panas.
16
 
b. Struktutr Protein 
    Salah satu struktur penyusun dari sel mikroorganisme adalah protein. 
Protein yang menyusun struktur sel dari bakteri termofilik adalah Chaperonin. 
Chaperonin  merupakan protein yang berperan dalam mempertahankan kembali 
struktur tiga dimensi dari protein fungsional sel dari denaturasi suhu lingkungan 
yang bersifat ekstrim. Protein ini dapat membantu organisme termofil 
mengembalikan fungsi aktifitas enzimnya bila terdenaturasi oleh suhu yang 
tinggi. Chaperonin tersusun oleh molekul yang disebut chaperone, yang 
membentuk struktur chaperonin seperti tumpukan kue donot pada sebuah drum. 
Tiap cincin donat ini terdiri atas 7, 8 atau 9 subunit chaperone tergantung jenis 
organismanya. Dalam aktivitasnya mempertahankan struktur protein fungsional 
agar tetap stabil, chaperonin membutuhkan molekul ATP.
17
 
c.  Struktur DNA  
Bakteri termofilik memiliki struktur DNA yang dinamakan DNA 
Gyrase.  DNA gyrase merupakan salah satu anggota kelompok enzim 
topoisomerase yang berperan dalam mengontrol topologi DNA suatu sel dan 
memegang peran penting dalam proses replikasi dan transkripsi DNA. Semua 
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jenis topoisomerase dapat merelaksasikan DNA tetapi hanya DNA gyrase yang 
dapat mempertahankan struktur DNA tetap berbentuk supercoil. DNA gyrase 
disusun oleh 90-150 pasangan basa-N DNA. DNA gyrase ini juga selalu 
dijumpai pada organisma yang hidup di lingkungan di atas 70
o
C dan juga dapat 
dijumpai pada organisme yang hidup pada suhu sekitar 60
o
C. DNA ini 
merupakan salah satu kelengkapan sel dari organisma termofil.
18
 
Bakteri termofilik dapat diisolasi dari beberapa macam habitat 
diantaranya adalah daerah yang memiliki gunung berapi yang kaya akan 
belerang, sumber air panas, geyser dan fumarol,
19
 tempat cadangan minyak 
bumi dan batu bara,
20
 dan juga celah hidrotermal ke dalam laut. 
Berdasarkan beberapa hasil penelitian yang telah dilakukan oleh 
beberapa peneliti di antaranya adalah Gilter mengatakan bahwa suhu optimum 
tumbuhnya bakteri termofilik adalah 55
0
C dan suhu maksimum adalah 70
0
C. 
Lain lagi menurut Muir dan Rikhie mereka mengatakan bahwa bakteri 
termofilik mampu tumbuh dengan baik pada suhu 60
0
C-70
0
C . 
Bakteri termofilik dipercaya berpotensi menjadi pilihan yang baik 
sebagai sumber enzim termostabil. Hal ini disebabkan karena bakteri 
termofilik mampu mengsintesis molekul dalam kondisi panas, termasuk 
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molekun enzim. Sehingga industri lebih tertarik mengunakan enzim yang 
berasal dari bakteri termofilk karena pada umumnya produksi yang dilakukan 
oleh industri berada pada kondisi suhu yang tinggi sehingga apabila 
menggunakan enzim yang tidak bersifat termostabil maka enzim tersebut akan 
mengalami denaturasi.
21
 
Berbagai penelitian tentang bakteri termofilik telah dilakukan 
diantaranya karakteristik biokimia termofilik dari perairan pantai Likupang 
yang dilakukan oleh Urial pada tahun 1999, pemurnian dan karakteristik 
protease ekstraseluler dari isolat bakteri termofilik GP-04 yang dilakukan oleh 
Mubarak pada tahun 2001,
22
 selain itu beberapa mikroorganisme termofilik 
telah berhasil diisolasi dari berbagai sumber air panas di Indonesia 
diantaranya sumber air panas Banyuwedang Bali, Sumber mata air panas laut 
Poso, sumber air panas danau Ranu Sumatra Selatan, sumber air panas 
Sipolon Tapanuli Sumatra Utara, sumber air panas Semangat Gunung Karo 
Sumatra Utara dan masih banyak lagi sumber mata air panas. 
Mengingat bertambahnya industri di Indonesia maka permintaan akan 
enzim semakin meningkat, sebagimana enzim dapat diproduksi menggunakan 
bakteri termofilik sehingga eksplorasi tentang bakteri termofilk akan terus 
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dilakukan. Bakteri termofilik mampu menghasilkan beberapa macam enzim 
yang bersifat termostabil.  
Beberapa enzim termostabil telah berhasil diproduksi dari 
mikroorganisme termofilik yang dimanfaatkan sebagai konversi biokatalitik 
dalam industri dapat dilihat pada tabel di bawah ini.
23
 
Tabel 2.1. Reaksi biokonversi dan pengunaan enzim termostabil 
Enzim Rentang 
Suhu (
0
C) 
Biokonversi Aplikasi 
α-amilase 
(Bakteri) 
 
90-100 
 
Pati→dekstrosa 
Hidrolisis pati, 
pembuatan bir dan 
deterjen 
α-amilase 
(Jamur) 
 
50-60 
Pati→dekstrosa Produksi maltosa 
 
Pullulanase 50-60 Pati→dekstrosa Produksi sirup glukosa 
Xylanase 45-60 Bubur kayu→xylan Industri kertas 
Kitinase 65-75 kitin→kitobiose Indutri makanan 
 
 
Kitinase 
(Bakteri) 
 
 
 
 
 
Kitin→N-asetil glukosamin 
N-asetil 
glukosamin→glukosamin 
Kitin→kitosan 
 
Kosmetik, farmasi, 
argo kimia 
 
 
 
Selulase 
(Bakteri) 
 
45-55 
 
Selulosa→glukosa 
Hidrolisisis selulosa, 
degradasi polimer 
dalam deterjen 
Protease 
(Bakteri) 
65-85 Protein→asam amino dan 
peptida 
Pembuatan roti, 
pembuatan bir, 
deterjen 
Lipase 
(Bakteri) 
30-70 Pelepasan lemak Industri susu dan 
deterjen 
 
2. Isolasi dan Identifikasi Bakteri 
    Seiring dengan perkembangan zaman pemanfaat bakteri untuk 
menghasilkan berbagai macam produk diantaranya adalah enzim yang dapat 
dimanfatkan dalam berbagi bidang seperi dalam bidang industri pangan maupun 
                                                 
23
Ibid  
22 
 
industri non pangan. Pada dasarnya bakteri di alam selalu berada dalam populasi 
campuran . Oleh sebab itu untuk biakan murni bakteri yang diinginkan secara 
optimal maka dibutukan metode isolasi yang mendukung. 
  Metode untuk memperoleh biakan murni bakteri adalah dengan metode 
kultur murni. Kultur murni ini merupakan kunci pokok sehingga dapat  
mengidentifikasi bakteri dan memperoleh isolat dengan baik. Oleh karena begitu 
pentingnya untuk memperoleh kultur murni dalm mengidentifikasi bakteri maka 
dalam bidang mikrobiologi hala ini merupakan  suatu hal yang sangat 
fundamentalis. Metode yang sangat mudah utuk medapatkan isolat yang murni 
adalah dengan cara menanam bakteri dalam media agar dengan metode cawan 
gores atau dengan cawan tebar. Dalam metode ini sel-sel inokulum akan tersebar 
diatas media agar.
24
  
    Pada umumnya untuk memperoloh isolat yang diinginkan pada tahap 
pertama media yang digunkan adalah media enrichment selektif atau biasa 
dikatakan media difernsial. Media enrichment selektif merupakan  media yang 
dimana kondisi kultur dari bakteri disesuaikan, sehingga yang terstimulan utuk 
tumbuh adalah bakateri yang diinginkan. Ada beberapa cara yang dapat 
dilakukan untuk memperoleh biakan yang diiginkan. Seperti berikut 
menambahkan nutrient pada media untuk menstimulasi perumbuhan bakteri yang 
diinginkn, mengurangi atau menghilangkan nutrient yang dibutuhkan oleh 
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bakteri yang tidak diinginkan, menambahkan material-materia selektif yang 
dapat menghambat pertumbuhan bakteri yang tida diinginkan.
25
 
  Selain kita memperhatikan metode yang digunakan untuk memperoleh 
isolat murni dari bakteri kita juga harus meperhatikan jenis jenis nutrient yang 
disyaratkan untuk bakteri. Hali ini didasarkan karena bakteri amat beragam , 
sehingga persyaratan nutrient dari tiap bakteri berbeda-beda. Beberapa bakteri 
membuthkan nutrient yang sederhana di sisi lain ada bakteri yang membutuhkan 
nutrient yang rumit. Beberapa spesies bakteri tumbuh pada suhu yang rendah 
yaitu 0
o
C disisi lain ada bakteri yang tumbuh pada suhu yang tinggi yaitu sampai 
75
o
C. Oleh karena itu maka kita harus menyesuaikan sedemikian rupa nutrient 
yang digunkan untuk menumbuhkan bakteri yang dapat menguntungkan bagi 
bakteri yang ingin disolasi
26
. 
Ada beberapa persyaratan nutrient yang dibutuhkan bakteri diantaranya 
adalah nitrogen (N), sulfur (S), air (H2O), karbon (C), tembaga (Cu),Magnesium 
(Mg), pospat (P), kalium (Ca). 
 Mikroorganisme seperti bakteri merupakan organisme hidup yang 
membutuhkan unsur seperti nitrogen dan sulfur. Kedua unsur harus berada dalam 
bentuk reduksi untuk kombinasi organik, misalnya nitrogrn sebagai asam amino 
(R-NH2) atau sulfur sebagai persenyawaan sulfurid (R-SH).  Berdasarkan genus, 
ada bakteri yang mampu melakukan proses fikasi nitrogen biologis. Fikasi 
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nitrogen biologis adalah suatu proses dimana bakteri mampu mereduksi nitrogen 
atmosfer yang dapat digunakan bakteri untuk melakukan sintesis persenyawaan 
organik dalam sel, sedangkan bakteri yang tidak mampu melakukan proses fikasi 
nitrogen biologis maka bakteri ini harus mendapatkan unsur-unsur ini dalam 
keadaan sudah direduksi, contohnya unsur nitrogen sebagai garam amoniu atau 
persenyawaan organik yang mengandug asam-asam amino, sulfur sebagai H2S 
atau sulfida lain atau persenyawaan yang mengandung sulfur seperti 
persenyawaan merkapto
27
. 
Semua organisme membutuhkan air, begitu pula bakteri. Air yang 
digunakan bakteri berfungsi dalam proses pelarutan, hidrolisis, ionisasi, 
osmosis.
28
 Dalam Al-Qur’an telah dijelaskan berbagai manfaat air. Allah 
berfirmana dalam Q.S Al-Jatsiyah : 5 
                         
                        
 
Terjemahannya :  
“Dan pada pergantian malam dan siang dan hujan yang diturunkan 
Allah  dari langit lalu dihidupkanNya dengan air hujan itu bumi sesudah 
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mati; dan pada perkisaran angin terdapat pula tanda-tanda (kekuasaan 
Allah) bagi kaum yan berakal”QS:  al-Jatsiyah [45] : 5 29  
Dalam ayat tersebut Allah menjelaskan bahwa sesungguhnya air 
merupakan  salah satu sumber penghidupan bagi mahluk hidup di dunia yang 
mempunyai perangan yang sangat penting. Baik itu manusia, hewan, tumbuh-
tumbuhan bahkan mikroorganisme yang sangat kecil ukurannya, dari air lah 
Allah SWT menghidupkan manusia, tumbuh-tumbuhan hewan bahkan 
mikroorganisme seperti bakteri. 
    Selain air, nitrogen dan oksigen bakteri juga membutuhkan karbon.  
Untuk  mememenuhi kebutuhan oksigen organisme dapat digolomgkan dalam 
dua golongan dengan mengunakan alasan seperti dibawah ini  
a. Organisme dapat hidup dari diet bahan organik (diet miniral) dengan 
mengunakan CO2 atau karbon sebagai satau-satunya sumber karbon. 
Golongan autotrof. 
  b. Tidak dapat mengunakan CO2 sebagai satu-satunya sumber karbon, tertapi 
membutuhkan satu atau lebih zat organik seperti glukosa, asama amino. Di 
samping minireal sebagai  sumber karbon . Golongan ini disebut heterotrof. 
Beberapa unsur  logam berat seperti (Co, Mo, Cu, Zn)  sangat dibutuhkan untuk 
kehidupan meskipun dalam jumlah yang sedikit.kadang-kadang jumlanya 
sangat kecil sehingga sukar dideteksi atau bila ditemukan tidak mudah 
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dipastikan apakah zat ini bersifat fungsional atau hanya merupakan kotoran 
belaka. Zat-zat ini biasanya berfungsi sebagai molekul kecuali dalam enzim. 
 
A. Enzim   
Enzim merupakan katalis yang tersusun atas gugus polipeptida (protein) yang 
berfungsi mempercepat suatu reaksi tanpa habis bereaksi dan ikut bereaksi
30
. 
Aktivitas enzim di lingkungan juga terjadi pada berbagai sumber mikroorganisme 
seperti bakteri, jamur dan aktinomisetes. Mikroorganisme ini menghasilkan enzim 
intraseluler dan enzim ekstraseluler. Enzim intraseluler merupakan enzim yang 
langsung digunakan di dalam sel, dan sering ditemukan pada bagian membran dari 
sebuah organel sel. Enzim ekstraseluler merupakan enzim yang dilepas dari sel ke 
lingkungan untuk menghidrolisis molekul polimer di lingkungan, seperti selulosa, 
hemiselulosa, lignin, ataupun juga untuk memfasilitasi pengambilan suatu zat dari 
lingkungan bagi kebutuhan metabolismenya. Enzim ekstraseluler dapat dipisahkan 
dari lingkungan dengan filtrasi ataupun sentrifugasi  sedangkan enzim intraseluler 
dapat diekstrak dari dalam sel lewat proses pemecahan sel. Dalam reaksi enzimati,  
enzim mengubah senyawa yang disebut substrat menjadi bentuk suatu senyawa baru 
yang disebut produk.
31
  
Pada reaksi enzimatik, substrat akan berikatan pada sisi aktif enzim yang akan 
membentuk kompleks  enzim substrat yang selanjutnya akan menghasilkan produk 
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akhir. Substrak yang berikatan dengan sisi aktif enzim terbentuk karena adanya 
beberapa ikatan kimia yang lemah (misalnya interaksi elektrostatik, ikatan hidrogen, 
ikatan van der Waals dan interaksi hidrofobik). Setelah berikatan dengan bagian sisi 
aktif enzim, substrat bersama-sama enzim kemudian membentuk suatu kompleks 
enzim-substrat, selanjutnya terjadi proses katalisis oleh enzim untuk memproduksi. 
Ketika produk sudah terbentuk enzim menjadi bebas kembali untuk selanjutnya 
bereaksi kembali dengan substrat. 
32
 
 
Gambar 2.1 Mekanisme kerja enzim 
1. Pengolongan Enzim 
Enzim diklafikasikan menjadi beberapa kelas sesuai dengan jenis kerja. 
Hal ini berdasarkan IUB (Internasional Union of Biochemistry) bekeja sama 
dengan  IUPAK (Internasional Union of Pure and Chemistry
33
 : 
a.  Oksidoreduktase 
 Oksidoreduktase adalah enzim yang dapat mengkatalisis dengan cara   
mengoksidasi substara dan juga melakukan reduksi pada substrat yang lain 
pada waktu yang sama. NAD dan NADH biasanya merupakan substrak atau 
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produk dari reaksi-reaksi oksidasi. Enzim oksioreduktase dapat digolongkan 
menjadi dua bagian yaitu
34
 : 
  1). Dehidrogenase.    
Enzim ini bekerja dalam reaksi dehidrogenase yaitu reaksi 
pengambilan   atom hidrogen dari suatu senyawa donor. Dimana hidrogen 
yang dilepaskan oleh pendonor maka akan ada senyawa lain yang menerima. 
Salah satu contoh reaksi dehidrogenase adalah reaksi pembentukan aldehid 
dari alkohol. Gambaran reaksi pembentukan reaksi pembentukan aldehid 
dapat dilihat pada gambar 2.2 sibawa ini .
35
 
Alkohol + Aldehid+ NADH + H+
Alkohol dehidrogenase
NAD
+
 
Gambar2.2 Reaksi Pembentukan Aldehid 
 
2).  Oksidase 
 Enzim ini mempunyai peran yang sama seperti enzim dehidrogenase 
namun pada enzim oksidase yang bertindak sebagai aseptor adalah hidrogen 
adalah oksigen. Salah satu contoh adalah enzim glukosa oksidase yang 
bekerja sebagai katalis pada reaksi oksidase glukosa menjadi asam glukonat, 
yang dapat dilihat pada gambar 2.3 berikut ini 
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Glukosa + +O2 Asam glukonat H2O2
Glukosa oksidase
 
Gambar 2.3 Reasksi Pembentukan Asam Glukonat 
Xantin oksidase merupakan enzim yang merupakan katalis pada reaksi 
oksidasi xantin menjadi asam urat. Contoh lain dari enzim oksidase adalah 
asam amino oksidase yang bekerja sebagai katalis  pada reaksi oksidasi asam 
amino. Glison oksidase adalah enzim yang bekerja pada reaksi oksidasi 
glisin menjadi asam glikosilat. 
b. Transferase 
Enzim ini bekerja untuk memindahkan suatu gugus fungsional dari 
suatu substrat ke substrat yang lain. Gusgus yang biasa dipindahkan biasanya 
gugus karbon, gugus karbohidrat, fosfat sulfat, alkali ataupun sulfat.  
Beberapa contoh enzim yang termasuk golongan ini ialah 
metaltransferase, hidroksilmetiltransferase, karboksiltransferase, 
asilmetiltransferase dan amino transferase atau disebut transaminase. Berikut 
ini adalah gambaran cara kerja enzim metiltransferase yaitu bekerja pada 
reaksi pembentukan keratin dari asam guanidino asetat dapat dilihat pada 
gambar 2.4 dibawah ini 
Ad Rib S
CH2
CH2
C
CH3
COOH
NH2H
+
H2C COOH
HN
C
NH2
NH
Ad Rib S
CH2
CH2
C
COOH
NH2H
H2C COOH
N
H3C C
NH
NH2
+
+ H
+
adenosil metionin asam guanidino asetat adenosil homosistein kreatin  
Gambar 2.4 Reasksi Pembentukan Keratin 
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Pembentukan glisin dari serin merupakan reaksi pemindahan gugus  
hidroksil metil. Gugus ini dilepaskan dari molekul serin dengan dibantu oleh 
enzim hidroksilmetil transferase 
H2C CH COOH
NH2OH
H2C COOH
NH2
hidroksil metil transferase
serin
THFA
glisin  
Gambar 2.5. Reaksi Pembentukan Glisin 
Dalam reaksi ini asam terhidrofolat (THFA) bekerja sebagai aseptor gugus 
beratom C satu. 
Enzim transaminase bekerja pada reaksi transaminasi yaitu suatu 
reaksi pemindahan gugus amino dri suatu asam amino kepada senyawa lain. 
Sebagai contoh dapat dilihat dibawa ini 
Asam piruvat Asam oksaloasetat
piruvat karboksilase
+ATP+ CO2 ATP+ + P anorg
asetil-KoA
 
 
Gambar 2.6 Reaksi Pembentukan Asam Oksaloasetat 
c. Hidrolase 
   Enzim hidrolse adalah enzim yang mampu mengkatalisis berbagai 
enzim dari kelas hidrolase , ikatan kolvalen, ikatan ester, glikosida, anhidrat 
asam, ikatan karbon dengan karbon, karbon halida ataupun nitrogen dengan 
fosfor yang dipecah kemudian memasukan        fragmen-fragmen air dari 
ikatan yang terbuka. Beberapa contoh enzim hidrolase adalah amilase, 
lipase, fosfatase, esterase, amino peptidase karboksi, peptidase, pepsin, 
tripsin, kimotripsin. Enzim amilase dapat memecah ikatan-ikatan pada 
31 
 
amilum hingga terbentuk maltosa. Enzim lipase ialah enzim yang memecah 
ikatan ester pada lemak sehingga terjadi asam lemak dan gliserol. Fosfatase 
adalah enzim yang dapat memecah ikatan fosfat pada suatu senyawa 
misalnya glokosa -6-fosfat dapat dipecah menjadi glukosa dan asam fosfat. 
Enzim esterase adalah enzim yang dapat memecah ikatan ester dengan cara 
hidrolisis. Esterase yang terdapat dalam hati dapat memecah ester sederhana, 
misalnya etil butirat menjadi etanol. 
Enzim yang bekerja sebagai katalis dalam reaksi pemecahan molekul  
protein dengan cara hidrolisis disebut enzim protolitik atau protease. Oleh 
karena yang dipecah adalah ikatan pada rantai peptida, maka enzim tersebu 
dinamakan juga peptidase. Ada dua macam peptidase yaitu endopeptidase 
dan eksopeptidase. Endopeptidase memecah protein pada tempat-tempat 
tertentu dalam molekul protein dan biasanya tidak mempengaruhi gugus 
yang terletak diujung molekul, contohnya enzim pepsin dan enzim papain. 
Eksopeptidase bekekerja terhadap kedua ujung molekul protein. Karboksi 
peptidase dapat melepaskan asam amino yang memiliki gugus –COOH 
bebas pada ujung molekul protein sedangkan amino peptidase dapat 
melepaskan asam amino pada ujung lain yang memiliki gugus –NH2 bebas. 
HOOC C NH CH3
H
R
HN CO CH NH3
R
karboksi peptidase amino peptidase  
Gambar 2.7 Reaksi Pembentukan Amino Peptidase 
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d.  Liase 
Enzim liase adalah enzim yang dapat memecah dua gugus dari satu 
substrat yang membentuk ikatan rangkap. Reaksi seperti ini umumnya 
ditemukan dalam metabolisme karbohidrat. Contoh enzim dalam golongan 
ini adalah dekarboksilase, aldolase dan hidrotase . Piruvat dekarboksilase 
adalah enzim yang bekerja pada reaksi dekarboksilase asam pirivat dan 
menghasilkan aldehidah.  
H3C C C
CH2 OH
O
H3C C H
O
+ CO2
 
Gambar 2.8 Reaksi Pembentukan Aldehidah 
 
Enzim aldolase bekerja pada reaksi pemecahan molekul fruktosa 1,6-
difofat menjadi dua molekul triosa yaitu aseton fosfat dan gliseralaldehida-3-
fosfat. 
 
 
Gambar 2.9 Reaksi Pembentukan D-digliseraldehida 
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Adapun enzim fumarat hidratase berperan dalam reaksi penggabungan 
satu molekul H2O kepada molekul asam fumarat dan membentuk asaam 
malat. 
C C
H
COOHH
HOOC
C C
H
HOOC COOH
OH
H H
H2O
asam fumarat asam malat  
Gamba 2.10 Reaksi Pembentukan Asam  Malat 
e. Isomrase 
  Enzim isomerase adalah enzim yang bekerja mengkatilis perubahan 
satu isomer ke isomer lain, misalnya reaksi perubahan glukosa menjadi 
fruktosa, perubahan senyawa L menjadi senyawa D, senywa sis menjadi 
senyawa trans dan lain-lain.  Contoh enzim yang termasuk dalam golongan 
ini adalah : 
1). Ribulofosfat epimerase 
Enzim ini merupakan katalis berbagai reaksi epimerisasi ribulosa.  
Dalam reaksi ribulosa-5-fosfat diubah menjadi xilulosa-5-fosfat. 
Ribulosa-5-fosfat Xilulosa-5-fosfat
epimerase
 
Gambar 2.11 Reaksi Pembentukan Xilulosa 
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2).  Fosfat isomerase 
Disamping itu reaksi isomerasi glukosa-6-fosfat menjadi fruktosa-
6-fosfat dapat berlangsung dengan bantuan enzim glukosa fosfat 
isomerase . 
Glukosa-6-fosfat Fruktosa-6-fosfat
isomerase
 
Gambar 2.12 Reaksi Pembentukan Fruktosa 
f. Ligase 
 Ligase merupakan enzim yang mampu mengkatalisis pembentukan 
ikatan kovalen dengan menggunakan ATP atau senyawa lain untuk proses 
sintesis atau enzim yang bekerja pada reaksi-reaksi penggabungan dua 
molekul yang disebut sintetase. Ikatan yang terbentuk dari pengabungan 
tersebut adalah C-O, C-S, C-N atau C-C. Contoh enzim golonngan ini antara 
lain adalah glutamin sintetase dan piruvat karboksilase. Enzim glutamin 
sintetase yang terdapat dalam otak dan hati merupakan katalis dalam reaksi 
pembentukan glutamin dari asam glutamat dapat dilihat pada gambar  
dibawa ini 
Glutamat Glutamin
glutamin sintetase
+ATP + NH4
+
ATP+ +P anorg
 
Gambar 2.13 pembentukan glutamin dari asam glutamat 
Di samping itu enzim karboksilase bekerja dalam reaksi pembentukan asam 
oksaloasetat dari asam pirufat 
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Asam piruvat Asam oksaloasetat
piruvat karboksilase
+ATP+ CO2 ATP+ + P anorg
asetil-KoA
 
Gambar 2.14 Reasksi Pebentukan Asam Oksalat 
Reaksi ini merupakan sebagian dari metabolisme karbohidrat. 
 
2. Enzim Amilase (Golongan Hidrolase) 
Enzim amilase memiliki nama asli diastase dan pertama kali ditemukan 
dan diisolasi oleh Anselme Payen pada tahun 1833.
36
 Amilase adalah salah satu  
enzim yang memiliki kemampuan untuk mengkatalisis proses hidrolisis ikatan 
(α1,4) glikosida pada  yang terdapat pada senyawa polimer karbohidrat. Hasil 
hidrolisis senyawa polimer karbohidrat ini berupa  monomer-monomer  yang 
lebih kecil seperti maltosa, dekstrin dan terutama molekul glukosa sebagai unit 
terkecil. Mikroorganisme seperti bakteri, kapang maupun khamir mampu 
menghasilkan enzim amilase.
37
  
a.  Klasifikasi enzim amilase 
Enzim glikosida hidrolase atau yang biasa disebut enzim amilase  
diklasifikasikan menjadi yaitu 
1).  Alfa amilase (α-amilase) 
Disebut juga dengan 1,4–α-D-glukan glukanohidrolase atau 
glukogenase.    Enzim ini bekerja memutus ikatan α-1,4 glikosida pada 
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amilum secara acak terutama pada rantai yang panjang,  sehingga 
menghasilkan maltotriosa dan maltosa dari polimer amilosa pada 
amilum dan menghasilkan glukosa dan sedikit dekstrin dari polimer 
amilopektin penyusun amilum. Karena sifatnya yang dapat memutus 
ikatan glikosida secara acak, enzim ini bekerja lebih cepat dibanding 
amilase lainnya terutama              β-amilase. Pada kelompok hewan α– 
amilase merupakan enzim pencerna amilum yang utama. Enzim α–
amilase merupakan kelompok metaloenzim yang tidak dapat bekerja 
sama sekali bila ion kalsium tidak ada
38. Enzim α–amilase dapat 
digolongkan menjadi empat bagian yaitu
39
 
a).  Endoamilase merupakan enzim yang memutuskan ikatan α-1,4  
b).  Eksoamilase merupakan enzim yang memutuskan ikatan α-1,4 atau 
α-1,6 rantai panjang polisakarida. 
c). Enzim pemutus cabang menghidrolisis ikatan α-1,6 rantai panjang 
polisakarida  
  d). Enzim transfer memutuskan ikatan α-1,4 glikosida molekul donor 
dan  mentransfer   bagian dari donor kepada akseptor glikosida 
membentuk ikatan glikosida baru. 
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  Selain klafikasi enzim α-amilase, enzim ini memilii beberapa 
kegunaan dalam bidang industri. Kegunaan Enzim α-amilase antara 
lain 
40
: 
        a). Industri Makanan 
Dalam industri makanan enzim α-amilase digunakan dalam 
produksi sirup glukosa, kristalin glukosa, produksi sirup fruktosa 
jagung, produksi sirup maltosa, pengurangan viskositas sirup gula dan 
pegurangan pembentukan uap pada jus. 
b). Industri Deterjen 
 Dalam industri deterjen enzim α-amilase digunakan sebagai 
bahan tambahan untuk menghilangkan kotoran dari pati 
c). Industri Kertas 
 Dalam industri kertasa enizim α-amilase digukan untuk 
mengurangi   viskositas pati pada kertas 
d). Industri Tekstil 
Dalam industri tekstil enzim α-amilase digunakan sebagai 
pencegah pembesaran pada serat tekstil dan juga sebagai pembersih 
pakaian. 
e). Industri Famasi 
Dalam bidang farmasi enzim α-amilase digunakan dalam   
membantu sistem pencernaan. 
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2).   Amilase (β-amilase) 
β-amilase biasa disebut juga 1,4-α-D-glukan  maltohidrolase, 
glikogenase, sakarogen amilase. Enzim β -amilase dapat juga diprodksi  
oleh bakteri, jamur dan tumbuhan. Enzim β-amilase  merupakan enzim 
yang dapat mengkatalisis raksi  hidrolisis ikatan kedua dari α-1,4 
glikosida, memutuskan dua unit glukosa pada saat yang sama. Dalam 
proses pematangan buah  . β-amilase memecah pati menjadi gula, 
menghasilkan rasa manis pada buah yang matang. pH optimum β-
amilase adalah 12.
41
 
3).  Gamma amilase (γ -amilase) 
γ -amilase memiliki nama lain 1,4 glukan 1,4-α-D-glukan 
glukohidrolase,    exo-1,4-glukosidase, glukomilase, lisomal α-
glukosida. Pemutusan ikatan akhir α(1-4) glikosida pada ujung non 
reduksi dari amilase dan amilopektin, menghasilkan glukosa, γ -amilase 
juga memutuskan ikatan α (1-6) glikosida. γ -amilase sangat efisien 
pada lingkungan yang bersifat asam dan bekerja pada pH optimum 3
42
. 
b.  Sumber Enzim Amilase 
Enzim amilase dapat diisolasi dari berbagai jenis organisme hidup 
seperti tumbuhan, hewan bahkan mikroba yang meliputi bakteri, kapang 
maupun fungi.  Kelompok enzim amilase yang dihasilkan oleh berbagai jenis 
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organisme hidup  ini memiliki banyak variasi dalam aktivitasnya, sangat 
spesifik, tergantung pada sumber organismanya dan tempat enzim amilase 
bekerja.
43
 
Dari beberapa sumber yang dapat menghasilkan enzim amilase yang 
paling mendominasi dalm menghasilkan enzim amilase adalah fungi dan 
bakteri. Beberapa dari jenis Bacillus sp. Dan  Actinomycetes, termasuk 
Termomonospora dan Thermoactinomycetes adalah kelompok yang 
memiliki kemampuan sangat besar dalam meproduksi enzim amilase. Salah 
satu spesies Basilus yaitu  Bacillus licheniformis memiliki kemampuan 
untuk memprodusi enzim amilase dalam suasana lingkungan yang bersifat 
alkalis
44
 
Enzim amilase yang dihasilkan oleh bakteri merupakan enzim ekstra 
seluler. Dimana bakteri mengsintesi enzim dari dalam selnya selanjutnya 
digunakan diluar selnya untuk memecah amilum yang merupakan sumber 
makanan yang terdapaat dalam lingkungan. Sumber makan berupa amilum 
harsu terlebih dahulu dipecah karena molekul amilum tidak dapat masuk 
secara langsung kedalam sel bakteri karena ukuran molekul dari amilum 
sangat besar sehingga molekul amilum harus dipecah terlebih dahulu 
menjadi molekul-molekul yang lebih kecil sehingga molekul-molekul 
tersebut dapat masek kedalam sel bakteri. Molekul-molekul amlum yang 
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terlah dipecah menjadi maolekul-molekul kecil yang telah masuk kedalam 
sel bakteri akan digunakan sebagai sumber karbon bagi pertumbuhan 
bakteri.
45
 
Menurut Palmer (1985) Untuk memperoleh enzim ekstraseluler yang 
dihasilkan enzim dari bakteri tersebut maka kultur bakteri penghasil enzim 
amilase tersebut disentrifus untuk mendapatkan supernatant yang 
mengandung enzim amilase ekstra seluler. 
 Di antara jenis bakteri penghasil enzim amilase tersebut ada yang 
bersifat termofilik. Bakteri termofilik yang mampu menghasilkan enzim 
amilase biasanya tumbuh maksimal pada pH 5-6. Produksi amilase 
mengunakan bakteri termofilik memiliki keunggulan yang salah satunya 
dapat menurunkan resiko kontaminasi. Pada tahap awal untuk mendapatkan 
mikroba yang berpotensi sebagai penghasil enzim ialah dengan mengisolasi 
dan seleksi mikrba tersebut dari habitat alaminya. Mikroba yang diperoleh 
dari hasil isolasi harus memiliki kemampuan untuk melangsungkan reaksi 
atau menghasilkan produk yang diinginkan
46
. 
Pada tahun 1999 Mamo dan Geser telah berhasil membuktikan 
bahwa bakteri termofilik menghasilkan enzim amilase pada medium dengan 
pH 4 dan pH 9. Haki dan Rakehit pada tahun 2003 telah berhasil mengisolasi 
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bakteri termofilik ekstrim dan hipertermofilik yaitu Thermous sp yang 
menghasilkan enzim amilase dan Termococus litrlaris menghasilkan enzim 
pullulanase . B. stearothermophilus merupakan bakteri yang mampu hidup 
pada suhu 60-70
o
C berhasil diisolasi dari kawah pegunungan Dieng.
47
 
Berdasarkan beberapa hasil penelitian yang dilakukan terhadap 
aktivitas enzim amilase  dari bakteri temofilik yang diperoleh yaitu suhu 
optimum bakteri termofilik penghasil amilase berada antara 40-70
o
C pada pH 
6-9
48
, suhu 60
o
C pH 6
49
, 60
o
C pada pH 5
50
. 
 
3.  Faktor-Faktor Yang Mempengaruhi Kerja Enzim 
Ada beberapa faktor yang mempengaruhi aktivitas enzim yaitu  suhu, pH 
dari  lingkungan tempat enzim bekerja, konsentrasi substrat, aktivator dan 
inhibitor enzim. 
a. Suhu 
Enzim merupakan suatu polimer yang tersusun atas suatu protein, maka  
kenaikan suhu dapat menyebabkan terjadinya proses denaturasi, maka bagian 
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Suhu optimum 
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Suhu(οC) 
aktif enzim akan terganggu dan dengan demikian konsentrasi efektif enzim 
menjadi berkurang dan kecepatan reaksinya akan menurun.
51
  
  Kenaikan suhu sebelum terjadi proses denaturasi dapat menaikan 
kecepatan reaksi. Namun kenaikan suhu pada saat mulai terjadinya proses 
denaturasi akan mengurangi kecepatan reaksi. Oleh karena ada dua pengaruh 
yang berlawan, maka akan terjadi suatu titik optimum, yaitu suhu yang paling 
tepat bagi suatu reaksi.
52
 Berikut ini adalah gambaran pengaruh suhu terhadap 
laju reaksi yang dapat dilihat pada gambar 2.2 dibawa ini 
 
 
 
 
 
Gambar 2.15 Grafik hubungan antara suhu dan laju reaksi 
b.  pH 
     Seperti pada umumnya, struktur ion enzim tergantung pada pH 
lingkungan. Enzim dapat berbentuk ion positif, ion negatif atau bermuatan 
ganda (zwitter ion). Dengan demikian perubahan pH lingkungan akan 
berpengaruh terhadap aktivitas bagian aktif enzim dalam bentuk kompleks 
enzim substrat. Di samping pengaruh terhadap struktur ion pada enzim, pH 
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rendah atau pH tinggi dapat pula menyebabkan terjadinya proses denaturasi  
ini akan mengakibatkan menurunnya aktivitas enzim.
53
 Umumnya enzim 
bekerja optimum pada rentang pH   6-8, tetapi beberapa jenis organisme dapat 
hidup pada pH yang lebih rendah yang dikenal dengan istilah asidofil ataupun 
pada pH yang lebih tinggi yang dikenal dengan istilah alkalifil
54
. Berikut ini 
adalah gambaran pengaruh pH terhadap laju reaksi yang dapat dilihat pada 
gambar dibawa ini. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 2.16. Grafik hubumga antara suhu dan laju reaksi 
 
c. Konsentrasi Enzim 
 Seperti pada katalis lain, kecepatan suatu reaksi yang mengunakan 
enzim tergantung pada konsentrasi enzim tersebut. Pada suatu konsentrasi 
substrat tertentu, kecepatan reaksi bertambah dengan bertambahnya 
konsentrasi enzim.
55
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Gambar 2.17 Gragif hubungan antara konsentrasi enzim dengan kecepatan reaksi 
 
d. Konsentrasi Substrat 
  Hasil eksperimen menunjukkan bahwa dengan konsentrasi enzim yang 
tetap, maka pertambahan konsentrasi substrat akan menaikkan kecepatan 
reaksi. Akan    tetapi pada batas konsentrasi tertentu, tidak terjadi kenaikan 
kecepatan reaksi walaupun konsentrasi substrat bertambah.
56
 
 
Gambar 2.18 Grafik hubungan antara konsentrasi substrat dengan kecepatan 
reaksi 
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e. Inhibitor 
Aktivitas suatu enzim dapat dihambat oleh suatu senyawa yang dikenal 
sebagai inhibitor. Inhibitor digolongkan menjadi 2 jenis utama, yaitu: a) yang 
bekerja secara tidak dapat balik (irreversible), b) yang bekerja secara dapat 
balik (reversible).
57
 
Penghambat yang irreversible adalah golongan yang bereaksi dengan, 
atau merusakkan suatu gugus fungsional pada molekul enzim yang penting 
bagi aktivitas katalitiknya. Sebagai contoh, adalah senyawa 
diisoprofilfluorofosfat (DFP), yang menghambat enzim asetilkolinesterase, 
yaitu enzim yang penting di dalam transmisi impuls syaraf. 
Asetilkolinesterase mengkatalisis hidrolisis asetilkolin, suatu senyawa 
neurotransmiter yang berfungsi di dalam bagian sinaps yang dihasilkan oleh 
ujung syaraf (akson) yang telah menerima impuls. Asetilkolin yang dihasilkan 
diteruskan ke sel syaraf lainnya atau ke efektor (misalnya otot) untuk 
meneruskan impuls syaraf. Akan tetapi, sebelum impuls kedua dapat 
dipancarkan melalui sinaps, asetilkolin yang dihasilkan setelah impuls 
pertama harus dihidrolisis oleh asetilkolisnesterase pada sambungan sel 
syaraf.
58
 
Jenis kedua adalah, penghambat enzim yang dapat balik, yang dapat 
digolongkan menjadi 2 jenis, yaitu: 1) zat penghambat yang bersaingan 
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(kompetitif), 2) zat penghambat yang tidak bersaingan (non-kompotitif). Zat 
penghambat yang bersaingan itu mempunyai struktur mirip dengan struktur 
molekul substrat. Suatu penghambat kompetitif berlomba dengan substrat 
untuk berikatan dengan sisi aktif enzim, tetapi, sekali terikat tidak dapat 
diubah oleh enzim tersebut. Ciri penghambat komompetitif). adalah 
penghambatan ini dapat dihilangkan dengan meningkatkan konsentrasi 
substrat 
 
Gambar 2.19 Mekanisme Kerja Inhibitor 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
4. Aplikasi Enzim 
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Beberapa contoh aplikasi enzim secara komersial dapat dilihat pada Tabel 
dibawa ini 
Tabel II.2 Aplikasi enzim secara komersial
59
 
Industri Aplikasi Enzim Sumber 
Roti Mempercepat proses 
fermentasi,meningkatkan 
volume adonan, 
memperbaiki 
kelunakan dan tekstur. 
Amilase, protease Kapang, 
Bakteri 
Serealia Pembuatan makanan 
bayi 
Amilase Kapang 
Coklat Pembuatan sirup Amilase Kapang, 
Bakteri 
Sirup 
Jagung 
Membuat sirup tinggi 
maltosa; produksi sirup 
rendah D.E.; produksi 
glukosa dari sirup jagung 
mengubah sirup jagung 
menjadi produk friuktosa 
yang lebih manis 
Amilase, 
amiloglukosidase  
glukosa 
Isomerase 
Kapang, 
Bakteri 
Laundry Deterjen Protease Bakteri 
 
 
C.  Amilum 
Amilum adalah polimer karbohidrat dengan rumus molekul (C6H10O5)n. 
Karbohidrat golongan polisakarida ini banyak terdapat di alam, terutama pada 
sebagian besar tumbuhan. Amilum dalam bahasa sehari-hari disebut juga pati terdapat 
pada umbi, daun, batang dan biji-bijian. Amilum merupakan kelompok terbesar 
karbohidrat cadangan yang dimiliki oleh tumbuhan sesudah selulosa. Butir-butir pati 
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apabila diamati dengan mikroskop ternyata berbeda-beda bentuknya dan ukurannya 
tergantung dari tumbuhan apa pati tersebut diperoleh
60
. 
Amilum disusun oleh dua kelompok polisakarida yaitu amilosa, kira kira 20–
28% dan amilopektin sebagai sisanya. Baik amilosa maupun amilopektin memiliki 
monomer yang sama yaitu molekul glukopiranosa. Amilosa terdiri dari 100-10000 
unit D-glukopiranosa per molekulnya, yang tiap unitnya berikatan lewat ikatan α-1,4 
glikosida. Tiap rantai polimer molekulnya memiliki satu ujung gula tereduksi dan 
satu ujungnya lagi gula non reduksi sehingga molekul amilosa merupakan rantai 
terbuka.
61
 Amilosa merupakan bagian terdepan dari rantai amilum, bersifat larut 
dalam air yang dipanaskan dan dapat membentuk endapan dalam air, yang sifatnya 
tidak dapat balik.  Amilopektin merupakan rantai molekul polisakarida yang memiliki 
banyak percabangan. Molekul D-glukopiranosa yang menjadi unit monomernya yang 
berikatan lewat ikatan α-1,4 glikosida seperti pada amilosa yang membentuk rantai 
lurus dan ikatan α-1,6 glikosida yang membentuk percabangan pada rantai 
amilopektin tersebut.
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D. Kajian Islam Tentang Air 
 
Kehidupan manusia punya hubungan dan erat dan langsung dengan air. 
Materi ini merupakan sumber kehidupan manusia dan makhluk hidup lainnya. Mulai 
dari Makhluk hidup yang paling kecil seperti mikroba hingga yang paling besar. 
                                                 
60
Anna Poedjiadi. Cit. h 70 
61
Ibid  
62
 Ibid 
49 
 
Tanpa air tidak ada kicauan burung, ikan, bahkan enzim yang dibutuhkan dalam 
industri seperti pada penelitian yang dilakukan oleh peneliti saat ini.
63
  
Ayat-ayat Al-Quran banyak menekankan pentingnya air sebagai sumber 
kehidupan manusia. Sebagaimana firman Allah Swt  
                   
                  
 
Terjemhannya: 
“Dan apakah orang kafir tidak mengetahui bahwa langit dan bumi keduanya 
dahulu menyatu kemudian kami pisahkan antara keduannya; dan kami 
Jadikan segala sesuatu yang hidup berasal dari air” QS: Al-Anbiyaa[21]:30 
 
Secara transparan Allah dalam ayat ini menyebut air sebagai sumber 
kehidupan. Dari ayat ini menurut penjelasan  bahwa air menjadi tiang  pokok bagi 
penciptaan ilahi. Air adalah ibu bagi segala fenomena alam.. Artinya, tanpa air 
kehidupan menjadi tidak bermakna
64
. 
Dalam banyak kasus penciptaan alam, ayat-ayat al-Quran menjelaskan 
penciptaan manusia, hewan, berkembangnya buah, rumput dan tanaman di dunia 
berasal dari air. Tampaknya bila menyelami lebih jauh ayat-ayat al-Quran hanya satu 
yang dapat disimpulkan bahwa air merupakan ciptaan Allah yang sangat bernilai 
setelah manusia. Setiap kehidupan sumbernya pasti berasal dari air yang menjadi 
nikmat dan anugerah Allah. Air memberikan kehidupan dan juga melindunginya. 
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Bahkan air mensucikan segalanya. Bila dicermati secara seksama, ayat-ayat al-Quran 
mengajak manusia agar meneliti lebih dalam akan nilai materi sumber kehidupan 
ini.
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 Sebagaimana firman Allah yang berbunyi 
             
Terjamahannya 
 
“Pernakahkamu memperhatiakn air yang kamu minum” QS: Al-Waqi’ah 
[56]: 68 
  Baedasaerkan penjelasan-penjelasan dari ayat-ayat al-quran dia atas dapat kita 
simpulkan bahwa air mempunyai peran yang sangat penting dalam kehidupan. Baik 
itu manusia mupun mikroorganisme renik. Salah satu contoh fungsi air dalam 
penelitian ini adalah  Pembentukan sel bakteri, merupakan hasil dari interaksi yang 
dinamis dan rumit, antara berbagai jenis sel, setelah melewati berbagai proses. Agar 
interaksi ini bisa efektif, maka diperlukan unsur pokok yang bisa mensenyawakan 
berbagai sel, sehingga proses kehidupannya bisa terus berkembang. Unsur pokok 
yang dimaksud adalah air. Karenanya, air mempunyai peranan teramat penting dalam 
kehidupan di dunia ini. Selain itu air juga memiliki peranan penting dalam proses 
pengubahan karbohidrat menjadi zat gula yang mudah dicerna dengan perantaraan 
enzim pelarut gula dan air. Sehingga terbentuk glukosa sebagai unsur penting bagi sel 
tubuh dalam menghasikan energi yang dibutuhkannya untuk tetap hidup
66
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Selain untuk kegunaan yang dijelaskan di atas, air juga merupakan unsur pokok 
dalam perubahan berbagai macam zat, seperti perubahan karbohidrat menjadi protein 
atau sebaliknya. Sebagaimana air juga termasuk unsur penting dalam pembentukan 
hormon dan enzim dan berbagai zat yang dikeluarkan dari tubuh. Dalam tumbuh-
tumbuhan, air merupakan unsur penting dalam proses asimilasi khlorofil (butir hijau 
daun) yang merupakan proses penting bagi keberlangsungan kehidupan tumbuh-
tumbuhan. Dengan menggunakan akarnya,            tumbuh-tumbuhan menyerap air 
yang ada di dalam tanah, untuk disebarkan kepada semua batangnya sehingga 
menghidupkan semua sel yang ada. Disamping itu, air juga dibawa ke daun yang 
merupakan pusat penyediaan makanan bagi tumbuh-tumbuhan di mana dalam daun 
tumbuh-tumbuhan terdapat khlorofil. Dengan bantuan sinar matahari yang diserap 
oleh daun dan karbon dioksida yang diserap oleh pori-porinya dari udara, maka 
proses asimilasi khlorofil berlangsung sempurna dalam memberikan energi yang 
dibutuhkan tumbuh-tumbuhan agar bisa hidup
67
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BAB III 
METODE PENELITIAN 
 
A. Waktu dan Tempat 
Penelitian ini dilakukan pada bulan Juni sampai Oktober 20012 bertempat di 
Laboratorium Biokimia UIN Alauddin Makassar dan Laboratorium Peternakan UIN 
Allauddin Makassar. 
B. Alat dan Bahan 
1. Alat  
  Alat-alat yang akan digunakan dalam penelitian ini adalah botol sampel 
steril, inkubator, neraca analitik, mikropipet, termometer, sheker, cawan petri, 
autoklaf, bunsen, sendok tanduk, lemari pendingin, spektrofotometer 20, jarum 
ose, botol semprot, oven, sentrifug  dan alat-alat gelas yang umum dipakai di 
laboratorium. 
2. Bahan Penelitian 
Bahan-bahan yang akan digunakan dalam penelitian ini adalah air panas 
Masamba, yeast ekstrak, pati, NaCl, pepton, tepung agar, akuades, CaCl2, 
MgSO4.7H2O, NaNO3, KH2PO4, CaCO3, garam iodin, alkohol, reagen Nelson-
Samogy, reagen arsenomolibdat, amonium sulfat, spiritus, alkohol 70%, 
aluminium foil, kertas pH universal., kertas warp. 
 
4
2 
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C. Prosedur Kerja 
1. Pengambilan Sampel  
Mengambil sampel air panas dari sumber mata air panas Masaba,  pada 
1 titik.  Sebelum sampel air diambil terlebih dahulu dilakukan pengukuran 
parameter fisika dan kimia di lapangan .  Parameter yang diukur pertama adalah 
suhu air pada titik pengambilan dengan menggunakan termometer yang 
dicelupkan selama 3 menit ke titik pengambilan sampel dan di catat suhunya.  
Parameter kedua adalah pH air. Di titik pengambilan diukur dengan kertas pH 
universal yang dicelupkan ke permukaan air lalu angka pH yang tertera dicatat. 
Setelah pungukuran secara fisika selelesei sampel air diambil kemudian diberi 
label dan ke dimasukan ke cool box untuk dikultivasi pada skala laboratorium. 
2.  Pembuatan Media Padat LA  
Komposisi medium LA adalah yeast ekstrak 0,01 gram, NaCl 0,1 gram, 
pepton 0,01 gram dan tepung agar 1,5 gram. Selanjutnya melarutakan komposi 
tersebut dengan aquades hingga volume akhir 100 mL. Selanjutnya 
dihomogenisasi dengan magnetik stirrer, kemudian dipanaskan sampai larut lalu 
disterilkan dengan  autoklaf , didinginkan kemudian dituang pada cawan petri 
steril 
3. Pembuatan Media Selektif Amilolitik  
Medium selektif  amilolitik dibuat dengan melarutkan yeast ekstrak 0,01 
gram, pepton 0,01 gram,  NaCl  0,1 gram, MgSO4.7H2O 0,01 gram,  CaCl2 0,01 
gram, tepung agar 1,5 gram dan pati 0,05 gram dilarutkan dengan akuades hingga 
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volume akhir 100 mL pada.  Selanjutnya larutan dipanaskan dan disterilkan dalam 
autoklaf didinginkan kemudian dituang ke dalam cawan petri.  
4. Pembuatan Media Inokulum  
Medium inokulum dibuat dengan melarutkan pati 0,2  gram, pepton 0,3  
gram , KH2PO4 0,01 gram,  NaNO3 0,01  gram dengan yeast ekstrak  0,1 g,   
hingga volume akhir 100 mL.  Media tersebut disterilkan di dalam autoklaf.  
Media yang telah disterilkan disimpan dalam erlenmeyer. 
5. Pembuatan Media Fermentasi atau Media Produksi  
Medium fermentasi dibuat dengan memasukkan pati 2 gram, pepton 3 
g,ram CaCl2 0,04 gram dan KH2PO4 0,04 gram  dengan yeast ekstrak 0,1 g  
hingga volume akhir 1000 mL. Kemudian disterilkan di dalam autoklaf. 
6. Isolasi dan Pemurnian Mikroba  
 Sebanyak 0,5-1 mL sampel disebar dengan menggunakan mikropipet 
pada permukaan  media LA untuk menumbuhkan mikroba, diinkubasi selama 48 
jam pada suhu  37
 o
C , 50 
o
C 62
 o
C . Koloni mikroba yang tumbuh diambil dan 
digores kedalam cawan petri yang  mengandung  media agar selektif  amilolitik 
kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 50 
o
C. Pengujian mikroba 
penghasil enzim amilase dilakukan dengan uji iodin dengan cara meneteskan 
iodin pada permukaan agar yang berisi isolat. Bila terdapat zona bening, media 
mengindikasikan enzim amilase diproduksi oleh isolat sehingga di daerah  
tersebut amilum sudah dihidrolisis, sedangkan media yang berwarna biru 
kehitaman menandakan pati di tempat itu belum terhidrolisis. 
55 
 
7. Penyiapan Inokulum  
Isolat mikroba  yang  telah ditumbuhkan diambil 1-2 ose kemudian 
digores ke dalam medium inokulum  yang telah disiapkan. Biakan mikroba 
tersebut disheker dengan kecepatan 150 rpm selama 24 jam pada suhu 50
o
C. 
 
8.  Pembuatan Stok Kultur  
Stok kultur disiapkan dengan cara menggores 1-2 ose dari tiap isolat 
mikroba yang tumbuh di kultur pemurnian sebelumnya, dalam bentuk media 
inokulum dengan komposisi yeast ekstrak 0,5 gram, NaCl 1 gram, pepton 1 
gram dan tepung agar 2 gram dengan aquades dilarutkan volume akhir 100 
mL .  Kultur diinkubasi selama 24 jam pada suhu 50
o
C, selanjutnya disimpan 
di kulkas untuk stok isolat. Stok kultur ini diremajakan sekali dalam 3 minggu 
dengan cara menggores mikroba pada media agar miring.  
9. Penentuan Waktu  Optimum Enzim Amilase  
Penentuan waktu optimum enzim amilase dilakukan dengan metode 
Nelson   Samogy. Penentuan waktu produksi optimum dilakukan pada proses 
fermentasi.. Sebanyak 10 mL inokulum aktif dipindahkan ke dalam 
erlenmeyer 250 mL yang berisi 100 mL media produksi enzim (media 
fermentasi) selanjutnya dilakukan pengocokan dengan kecepatan 150 rpm 
pada suhu 50
o
C  dengan variasi waktu  inkubasi (0, 6, 24,30,  48, 54, 72, 78) 
jam. Setelah diinkubasi media produksi enzim amilase disentrifugasi,selama 
15 menit   dengan kecepatan 5000 rpm. 
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Sebanyak 1 ml  supernatant ezim (0, 6, 24,30,  48, 54, 72, 76) jam 
dimasukkan  ke dalam masing-masing tabung reaksi, kemudian ditambahkan 1 
ml reagen Nelson kemudian dipanaskan pada air  mendidih selama 10 menit lalu 
didinginkan pada suhu kamar. Setelah dingin ditambahkan 1 ml reagen 
arsenomolibdat sambil diaduk kemudian dipanaskan pada air mendidih selama 
10 menit lalu didinginkan pada suhu kamar. Setelah dingin ditambahkan 7 ml  
aquades dan segera dikocok hingga bercampur rata. Absorban diukur pada 
panjang gelombang 610 nm. 
10. Pembuatan kurva Standar Glukosa  
Sebanyak 1 ml larutan glukosa standar dengan konsentras(0 ;  0,20 ;  
0,40 ; 0,60 ; 0,80 ; 1,00) mg/ml dimasukkan ke dalam masing-masing tabung 
reaksi, kemudian ditambahkan 1 ml reagen Nelson kemudian dipanaskan pada 
air mendidih selama 10 menit lalu didinginkan pada suhu kamar. Setelah dingin 
ditambahkan 1 ml reagen arsenomolibdat sambil diaduk kemudian dipanaskan 
pada air mendidih selama 10 menit lalu didinginkan pada suhu kamar. Setelah 
dingin ditambahkan 7 ml  aquades dan segera dikocok hingga bercampur rata. 
Absorban diukur pada panjang gelombang 610 nm, kemudian dibuat kurva 
kalibrasi yang menunjukkan hubungan kadar glukosa dan absorban. 
Untuk larutan blanko, larutan glukosa standar diganti dengan 1 ml 
aquades dan dikerjakan sama seperti di atas. Kadar glukosa yang dihasilkan 
setelah perlakuan enzim persatuan waktu inkubasi  merupakan aktivitas enzim 
amilase dari mikroba pada isolat sumber air panas Masamba.  
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 Y = AX + B 
 Dimana  
 Y = Nilai absorban sampel 
 X = Konsentrasi glukosa yang dicari (mg/ml) 
 1 U (unit aktivitas ) = 1 µM (konsentrasi glukosa) / menit
68
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BAB IV 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
A. Hasil 
1. Gambar Isolasi Bakteri Pada Media Dasar 
 
 
 
 
 
Gambar 5.1 
Bakteri termofilik pada media dasar 
 
2.   Gambar Isolasi Bakteri Pada Media Selektif 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 5.2 
Biakan murni bakteri termofilik penghasil ezim amilase 
 
 
 
3. Uji Kualitatif Enzim Amilase 
4
8 
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Gambar 5. 3 
Gambar Sebelum Pengujian Kualitatif Enzim Amilase  
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 5.4 
Gambar Setelah Pengujian Kualitatif Enzim Amilase 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.Tabel 
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 Berikut ini dijadikan nilai aktivitas enzim amilase berdasarkan lama 
inkubasi. 
Tabel 5.1 
Tabel Pengaruh Lama Inkubasi Terhada Aktivitas Enzim Amilase Kasar 
Lama Inkubasi 
(Jam) 
Konsentrasi Glukosa (mg.mL
-1
) Unit Aktivitas Enzim 
(µ.mol.mL
-1
)/menit 
0 0,038 -0.00538 
 
6 0,427 -0.00492 
 
24 1,076 0.00099 
 
30 1,245 0.00528 
 
48 2,456 0.02708 
 
54 2,331 0.009945 
 
72 -0,342 -0.01824 
78 -0,370 -0.001028 
 
 
B.  Pembahasan 
 Dalam penelitian ini untuk memperoleh ekstrak kasar enzim amilase dan 
mengetahui bagaimana aktivitas enzim ini dari bakteri terofilik dilakuan beberapa 
tahp. Tahap pertama yaitu menumbuhakan bakteri termofilik pada media dasar 
dalamkbentuk media padat, bakteri yang telah tumbuh kemudian diinokulasi  lebih 
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lanjut kedalam media selektif amilotik untuk penyeleksian bakteri termofilik 
penghasil enzim amilase. Pekerjaan ini dilakukan pada tempat yang steril dan 
menggunakan peralatan yang telah disterilkan agar tidak terjadi kontaminasi. 
  Tahap kedua adalah adalah penyiapan media untuk uji kualitatif. Dengan cara 
uji idin. Selanujutnya bakteri yang positif mengandung enzim amilase kemudian 
dibuat media inokulum.  Tahap ketiga adalah tahap yang paling pentig yaitu 
menumbuhkan bakteri termofilik dalam mediaproduksi . 
1.  Isolasi dan Seleksi Bakteri Teermofilik Penghasil Enzim Amilase 
Dalam proses isolasi bakteri termofilik penghasil enzim amilase ada 
beberapa proses yang dilakukan yaitu. Isolasi bakteri termofilik dimulai dengan 
preparasi awal sampel air panas untuk mengetahui ada tidaknya bakteri dalam 
sampel air panas tersebut untuk isolasi bakteri termofilik selanjutnya. Dalam 
proses preparasi awal menggunakan media cair dengan komposisi sebagai berikut 
(NaCl 1 g, pepton 1 g, yeast ekstrak 1 g) yang dilarutkan dalam 100 ml aquades. 
Setelah proses preparasi awal selanjutnya dilakukan isolasi bakteri 
termofilik dari sumber air panas dengan menggunakan  metode isolasi cawan tebar 
dimana sempel air panas hasil preparasi awal ditebar diatas permukaan media LA. 
Dimana media LA (luria agar) sebagai media dasar pertumbuhan bakteri. 
Komposisi media LA terdiri atas (KH2PO4 0,01 g, MgSO4 0,01 g, NaCl 0,1 g, 
pepton 0,01 g, bacto agar 1,5 g dan yeast ekstrak 0,05 g). Komposisi dari media 
LA ini mempunya fungsi masing-masing diantaranya pepton (sebagai sumber 
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karbon), yeast ekstrak (sebagai sumber nitrogen) sedangkan KH2PO4, MgSO4,  
NaCl (berfungsi sebagai sumber mineral). 
Proses isolasi bakteri termofilik dari sumber air panas Masamba dari satu 
titik dilakukan dengan beberapa variasi suhu  yaitu pada suhu 37
o
C, 40
o
C dan 
50
o
C. Berdasarkan variasi tersebut, bakteri termofilik yang tumbuh dengan baik 
pada suhu 50
0
C. Hasil yang diperoleh dari isolasi bakteri tersebut sesuai dengan 
teori hasil penelitian yang telah dilakukan oleh beberapa peneliti sebelumnya yaitu 
misalnya menurut Gilter secara fisiologis suhu bakteri termofilik mampu tumbuh 
pada suhu optimum 55
o
C dan maksimum tumbuhnya bakteri termofilik adalah  
70
o
C. Sedangkan menurut Muir dan Rikhie berdasarkan hasil penelitiannya 
mengatakan bahwa bakteri termofilik  dapat tumbuh dengan baik pada suhu 50
0
C-
70
0
C.
69
. Bakteri Termofilik yang telah tumbuh dapat dilihat pada gambar 4.1. 
Selanjutnya untuk  memperoleh biakan murni bakteri penghasil enzim 
amilase digunakan media selektif amilotik dengan mengunakan pati sebagai 
substrat.  Dimana komposisi media selektif amilotik sama seperti media dasar 
isolasi bakteri tetapi ditambahkan pati sebagai substrat, karena enzim yang akan di 
isolasi dari bakteri ini adalah enzim amilase. Gambar biakan murni bakteri 
termofilik dapat dilihat pada gambar 4.2. 
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2. Isolasi Dan Uji Aktivitas Enzim Amilase 
a. Uji Kualitatif Enzim Amilase 
Untuk hasil isolat yang telah murni  dapat diasumsikan bahwa isolat 
tersebut dapat menggunakan pati. Untuk memastikan bahwa isolat  murni dari  
bakteri termofilik tersebut dapat menggunakan pati untuk memproduksi enzim 
maka dilakukan uji kualitatif dengan menggunakan metode perwarnaan iodin. 
Metode pewarnan iodin merupakan suatu cara untuk medeteksi ada tidaknya 
enzim amilase yang dihasilkan oleh mikroorganisme termofilik. Ada tidaknya 
enzim amilase yang dihasilkan mikroorganisme termofilik diindikasikan 
dengan terbentuknya zona bening disekeliling isolat yang telah ditetesi iodin. 
Besarnyra diameter zona bening yang terbentuk di sekeliling isolat bakteri 
termofilik dapat mengambarkan besarnya besarnya aktivitas enzim. 
Sebagaimana berdasarkan beberapa hasil penelitian yang telah dilakukan 
diameter yang diperoleh adalah sebagai berikut 8 mm zona diameter medium 
agar pati
70
,  akan tetapi ada juga yang mendapatkan diameter zona bening 
sebesar  0.7 mm diameter inti dan 1.5 mm diameter luar
71
, selain itu diameter 
yang diperoleh dari peneliti lainnya adalah > 1 mm
72
. 
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Hasil yang diperoleh dari isolasi bakteri termofilik dari sumber mata 
air panas Masamba positif mampu menghasilkan enzim amilase yang 
diindikasikan dengan adanya zona bening. Akan teteapi dalam penelitian ini 
peneliti tidak melakukan uji aktivitas enzim amilase secara semi-kuantitatif 
yang dilakukan dilakukan cara pengukuran diameter zona bening. 
b. Uji Aktivitas Enzim Amilase Secara Kuantitatif  
Enzim dapat dihasilkan dari tanaman, hewan dan mikroba, tetapi 
enzim dari mikroba menunjukkan hasil yang lebih besar melalui teknik 
fermentasi dan lebih mudah untuk memperbaiki produktivitasnya daripada 
tanaman dan hewan. Enzim yang dihasilkan mikroba dapat dikontrol, 
misalnya pemberian bahan pemacu dalam medium, penghambatan umpan 
balik dapat diubah melalui teknik seleksi dan mutasi. Sala satu mikroba yang 
dapat digunakan adalah bakteri termofilik. 
Bakteri termofilik dari sumber air panas yang telah diisolasi dan 
dilakukan uji  kualitatif adanya enzim amilase yang mampu dihasilkan oleh 
bakteri termofilik ini, selanjutnya ditumbuhkan pada media fermentasi yang 
kemudian digunakan untuk mengukur aktivitas enzim amilase tersebut (waktu 
produksi optimum).  
Enzim amilase yang dihasilkan oleh bakteri merupakan enzim ekstra 
seluler. Dimana bakteri mengsintesi enzim dari dalam selnya selanjutnya 
digunakan diluar selnya untuk memecah amilum yang merupakan sumber 
makanan yang terdapaat dalam lingkungan. Sumber makan berupa amilum 
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harus terlebih dahulu dipecah karena molekul amilum tidak dapat masuk 
secara langsung kedalam sel bakteri karena ukuran molekul dari amilum 
sangat besar sehingga molehul amilum harus dipecah terlebih dahulu menjadi 
molekul-molekul yang lebih kecil sehingga molekul-molekul tersebut dapat 
masuk kedalam sel bakteri. Molekul-molekul amilum yang terlah dipecah 
menjadi maolekul-molekul kecil yang telah masuk kedalam sel bakteri akan 
digunakan sebagai sumber karbon bagi pertumbuhan bakteri.
73
 
  Menurut Palmer (1985) Untuk memperoleh enzim ekstraseluler yang 
dihasilkan enzim dari bakteri tersebut maka kultur bakteri penghasil enzim 
amilase tersebut disentrifus untuk mendapatkan supernatant yang 
mengandung enzim amilase ekstra seluler. Enzim amilase ekstra seluler dari 
hasil sentrifus selanjutnya digunakan untuk uji aktivitas. 
Dalam pengukuran aktivitas enzim amilase (pentuan waktu produksi 
optimum) enzim amilase. Digunakan metode Nelson Samogyi. Metode 
Nelson Samogy adalah metode untuk menguji enzim amilase dengan adanya 
gula pereduksi yang terbentuk dari hasil hidrolisis pati oleh enzim amilase 
yang menghasilkan gula pereduksi yang konsentrasinya sebanding dengan 
aktivitas enzim. Gula pereduksi adalah gula yang dapat dioksidasi oleh zat 
pengoksidasi
74
. 
                                                 
73
 Benson, op, cit 
74
Yeni Mulyani, Perbandingan Aktivitas Enzim α –Amilase Dari Biji Jagung Yang Sedang 
Tumbuh, Makala Seminar Penelitian 
 
66 
 
Aktivitas enzin biasanya mengunakan istilah unit (U). Dimana satu 
unit enzim dinyatakan bahwa sejumlah enzim yang mengkatalisis konversi 
dari satu mikromol substrat per unit dalam kondisi normal
75
. 
Berdasarkan hasil yang diperoleh dari pengukuran waktu produksi 
optimum dari enzim amilase adalah pada waktu inkubasi 0-6 jam merupakan 
fasa lag sehingga  enzim amilase yang dihasilkan sedikit, yang kemudian 
menyebabkan aktivitas enzim amilase kecil. Fasa lag adalah suatu keadaan 
dimana mikroorganisme (bakteri termofilik) masih melakukan penyesuaian 
diri dengan lingkungan
76
. Selanjutnya pada rentang waktu 30-48 jam terjadi 
peningkat aktivitas enzim amilase yang cukup besar, pada rentang waktu ini 
bakteri termofilik memasuki fasa eksponsial, sehingga jumlah 
mikroorganisme yang dihasilkan meningkat sangat banyak dan aktivitas 
enzim amilase yang dihasilkan juga meningkat. Fasa eksponsial adalah suatu 
kaadaan metabolis dari mikroorganisme terjadi secara cepat dan konstan. 
Keadaan tersebut berlangsung sampai salah satu atau beberapa nutrient habis 
atau terjadi penimbunan metabolisme yang bersifat racun
77
. Namun setelah 48 
jam aktivitas enzim menurun hal ini mengindikasikan bahwa pertumbuhan 
miroorganisme berada pada fasa stasioner. Fasa stasioner adalah keadaan 
dimana terjadi penurunan kadar nutrient dan adanya penimbunan zat-zat yang 
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bersifat racun sehingga kecepatan pertumbuhan dan perbanyakan 
mikroorganisme akan terhambat. Pada keadaan itu juga jumlah 
mikroorganisme yang mati semakin meningkat akibat dari terjadinya 
penumpukan racun
78
. Berdasarkan teori tersebut maka yang menyebabkan 
terjadinya penurunan aktivitas enzim adalah terjadinya penumpukan produk 
beracun atau kehabisan nutrient sehingga beberapa sel mati sedangkan yang 
tumbuh dan membelah sedikit. 
Banyaknya pati yang berhasil dihidrolisis oleh enzim amilase selama 
satu menit sebanding dengan aktivitas enzim amilase. Jadi aktivitas enzim 
amilase diartikan sebagai jumlah enzim amilase yang diperlukan untuk 
menghidrolisis sejumlah pati dalam waktu satu menit 
Berdasarkan tabel 5.1 diatas dapat dilihat bahwa waktu akativitas 
enzim amilase kasar yang diukur mengunakan metode Nelson-Samogy dapat 
dikatakan bahwa semakin meningkat dari lama inkubasi 0 jam - 48 jam akan 
tetapi pada lama inkubasi 54 jam terjadi penurunan aktivitas enzim amilase. 
Hal ini menujukan bahwa waktu inkubasi optimum enzim amilase barada 
pada lama inkubasi 48 jam yaitu  sebesar  0.02708 µ.mol
 
/ menit. Artinya 
enzim amilase diari bakteri termofilki dari sumber air panas masamba dapat 
menghasilkan glukosa sebanya 0.02708 µ.mol per menit. Sedangkan 
berdasarkan hasil penelitian yang lain mengunakan metode Nelson-Samogyi 
waktu produksi optimum enzim amilase dari S. fibuligera dengan medium biji 
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jagung yang sedang tumbuh yaitu  6 jam dengan konsentrasi glukosa sbesar 
0,00833 µ.mol
 
per menit
79
, sedangkan waktu prouksi optimum enzim amilase 
dari Aspegillus oryzae pada medium pati biji nangka (Arthocarpus 
heterophilus Lmk) adalah 72 jam dengan konsentasi glukos sebesar 0,00850 
µ.mol
 
per menit
80
 dan aktivitas enzim amilase dari A.niger dalam media dedak 
adalah 72 jam dengan konsentrasi glukosa sebesar  0,09116 µ.mol
 
per menit, 
A.niger dalam media nasi adalah 72 jam denga konsentrasi glukosa sebesar 
0,08337 µ.mol
 
per menit
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Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan maka dapat disimpulkan 
bahwa : 
1. Sumber air panas masamba mempunyai potensi untuk menghasilkan isolat 
bakteri termofilik penghasil enzim amilase 
2. Aktivitas enzim amilase yang diperoleh dari bakteri termofilik pada sumber 
air panas masamba adalah sebesar 0.02708 µ.mol per amenit  dengan 
waktu produksi optimum adalah 48 jam 
 
B. Saran 
Adapun saran yang dapat peneliti sampaikan yaitu 
1. Untuk penelitian selanjutnya sebaiknya melakukan karekterisasi dari bakteri 
termofilik. 
2. Perlu dilakukan penelitian selanjutnya untuk aktivitas enzim ini pada tingkat 
yang lebih murni sehingga potensensim amilase dari isolat air panas 
Masamba ini dapat diketahui datanya lebih jelas dan dapat diketahui 
kemampuan yang dimiliki enzim amilase tersebut untuk digunakan pada 
bidang aplikasi. 
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LAMPIRAN 1 
 
 
BAGAN PROSEDUR PENELITIAN 
 
 
 
 
 
 
 
 
                               
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PROSEDUR KERJA 
Isolasi dan 
pemurnian  
bakteri 
Isolasi enzim 
dari biakan 
mikroba 
penghasil enzim 
amilase 
Pemurnian 
Enzim 
Pengujian 
aktivitas enzim  
amilase 
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1. Isolasi dan pemurnian mikroba 
 
 
    
 
 
- Disebarkan diatas media LA sebanyak 1 mL 
- Diinkubasi pada suhu 37 oC, 50oC dan 62 oC 
selama 48 jam 
 
 
 
- Diambil 1 ose  
- Digores pada media selektif amilotik 
- Diinkubasi selama 48 jam pada suhu 500C 
dilakukan beberapa kali (pemurnian bakteri)                      
 
 
 
 
- Diambil 1 ose  
- Digores pada media selektif amilotik 
- Diinkubasi selama 24 jam pada suhu 500C 
- Ditetesi iodin 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Sampel air panas 
Biakan mikroba 
 
Biakan mikroba murni 
 
Biakan mikroba selektif 
amilotik 
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2. Isolasi enzim dari biakan mikroba penghasil enzim amylase 
 
 
 
 
 
- Diambil 2 ose kemudian digoreskan pada 
media inokulum 
- Diseker dengan kecepatan 150 rpm selama 
24 jam pada suhu 50
 o
C kamar  
   
 
 
 
- Diambil 10 ml kemudian dimasukan ke 
dalam 90 ml media fermentasi 
- Diseker dengan kecepatan 150 rpm pada 
suhu 50
 o
C kamar dengan beberapa variasi 
lama inkubasi yaitu 0, 24,30,  48, 54, 72 dan 
78 jam 
- Disentrifugasi slama 15 menit dengan 
kecepatan 5000 rpm. 
            
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Biakan mikroba selektif 
amilotik 
 
 
Biakan mikroba penghasil enzim 
amilase (medium inokulum) 
 
 
Endapan 
 
Supernatan (enzim ekstrak 
kasar) 
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3. Pebgujian aktivitas enzim amylase 
 
A. Pentuan waktu produksi optimum 
 
                                                   
                       +                                               
 
 
 
 
- Diinkubasi pada air mendidih selama 10 
menit  
- Didinginkan 
- Ditambahkan 1 mL reagen DNS  
- Dipanaskan hingga mendidih selama 10 
menit 
- Didinginkan 
- Ditambahkan 7 mL akuades 
- Dianalisi spektro pada panjang gelombang 
610 nm 
- Diplotkan dengan larutan standart glukosa 
 
       
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1 ml enzim  
(ekstrak kasar) 
 
1 mL reage Nelson 
Kurva standart glukosa 
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4. Pembuatan Media LA 
 
                                                   
  +                                            +   
 
 
 
- Dilarutkan dengan aqudes hingga volume 
akhir 100 mL 
- Dihomogenkan dengan magnetik stirrer 
- Di sterilkan dengan autoklaf 
- Didinginkan  
- Dituang pada cawan petri  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0,01 g yeast ekstrak 0,1 g NaCl dan 0,01 
g pepton 
1,5 g tepung agar 
Media LA 
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5.  Pembuatan Media Selektif Amilolitik 
 
 
      +          +                                +                      +                      + 
 
 
 
 
- Dilarutkan dengan aqudes hingga volume 
akhir  100 mL 
- Dihomogenkan dengan magnetik stirrer 
- Di sterilkan dengan autoklaf 
- Didinginkan  
- Dituang pada cawan petri  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0,01 g 
yeast 
ekstrak 
0,01 g 
pepton 
0,01g (CaCl2  
dan MgSO4 ) 
0,1 g 
(NaCl 
1,5 g 
agar 
0,5 g 
pati 
Media Selektif Amilotik 
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6.  Pembuatan Media Inokulum 
 
 
             +                +                                  +                     +                        
 
 
 
 
- Dilarutkan dengan aqudes hingga volume  
akhir 1000 mL  
- Dihomogenkan dengan magnetik stirrer 
- Disterilkan pada  
- Disimpan dalam erlenmeyer 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0, 2 g  pati  0,3  g 
pepton 
0,01 g  NaNO3 0,01   g 
KH2PO 4 
0,1  g yeast 
ekstrak 
Media inokulum 
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7.  Pembuatan Media Fermentasi 
 
 
 
      +          +                                +                    +                        
 
 
 
 
- Dilarutkan dengan aqudes hingga volume  
akhir 1000 mL  
- Dihomogenkan dengan magnetik stirrer 
- Sebanyak 125 ml media produksi 
dipindahkan kedalam erlenmeye 500 mL 
disterilkan dengan autoklaf 
 
 
 
 
 
 
2 g  pati 3  g 
pepton 
0,04 g  CaCl2  0,04   g 
KH2PO 4  
0,1  g yeast 
ekstrak 
Media fermetansi 
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LAMPIRAN 2 
 
 
A. Pembuatan Reagen Nelson  
100 mL reagen Nelson  
2,8 gram Na2PO4 anhidrat, 4 gram garam rosella. Dilarutkan dalam 70 mL 
aquades kemudian ditambahkan 10 mL NaOH dan 8 ml CuSO4 10%, 
selanjutnya ditambahkan lagi 18 gram  Na2SO4 , diencerkan hingga 100 mL, 
disimpan selama 2 hari dan disaring dengan kertas whatman no 40. 
B. Pembuatan Larutan Arsenomolibd  
Cara membuat larutan ini adalah sebagai berikut 
Larutan A  =  5,5 gram amonium molibdat dalam 100 mL aquades 
kemudian ditambahkan 5,5 mL H2SO4     pekat 
Larutan B  = 3 gram Na2H2SO4.7H2O dalam 25 mL aquades  
Kemudian larutan A dan larutan B dicampu selanjutny disimpan 
dalam botol gelap selama 2 hari          
C. Penentuan Waktu Produksi Optimum Enzim Amilase 
1. Pembuatan Larutan Standar Glukosa 
Ditmbang 0,01 gram glukosa kemudian dilarutkan dalam 100 mL    
aquades (larutan induk)  . Selanjutnya dilakukan pengenceran 10 mg/mL 
sebanyak 50 mL  (5 mL larutan induk dalam 50 mL aquades), yamg 
kemudian elanjutnya dilakukan pengenceran dengan variasi konsentrasi 
0,20 :0,40: 0,60: 0,80: 1,00 mg/mL.   
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2. Hasil Pengukutan Serapan Larutan Standar Glukosa Pada Panjang 
Gelombang 610 
Konsentrasi Absorban 
0,20 0,518 
0,40 0,531 
0,60 0,547 
0,80 0,564 
1,00 0,583 
 
3. Kurva Serapan Larutan Standar Glukosa Pada Berbagai Konsentrasi 
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4. Hasil Pengukutan Serapan Sampel Pada Panjang Gelombang 610 
Sampel 
(jam) 
Absorban Keteranagan 
(Pengnceran) 
0 0,342 10 x 
6 0,393 10x 
24 0,528 10x 
30 0,563 10x 
48 0,815 25x 
54 0,789 10x 
72 0,233 10x 
 
Data absorban yang diperoleh disubtitusikan dalam persamaan kurva 
standar untuk mentukan kadar glukosa dalam sampel 
y = 0.081x + 0.499 
utuk y  pada tabel dan x merupakan konsentrasi glukosa sehingga dapat 
dihitung konsentrasi glukosa seprti dibawa ini 
a.  Sampel (0 jam) 
 0,342 = 0.081x + 0.499 
 x =  -1,9382mg/mL 
b. Smpel (6 jam) 
 0,393 = 0.081x + 0.499 
83 
 
   x = -1,2345mg/mL 
c. Sampel (24 jam) 
 0,528 = 0.081x + 0.499 
 x =0,3580  mg/mL 
d. Sampel (30 jam) 
 0,653 = 0,208x + 0,304 
 x = mg/mL 
e. Sampel (48 jam) 
 0,815 = 0.081x + 0.499 
 x = 3,9012 mg/mL 
f. Sampel (54 jam) 
 0,789 = 0.081x + 0.499 
 x = 3,5802 mg/mL 
g. Sampel (72 jam) 
 0,233 = 0.081x + 0.499 
 x = -3,2839 mg/mL 
 
5. Aktivitas enzim amilase (U) 
1 U (unit aktivitas)  = 1 µmol/menit 
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a. Untuk  (0 jam) 
Konsnntrasi glukosa   =  -1,9380 mg/mL 
1 U (unit aktivitas)   = 1 µmol/menit 
mM    =  
     = -0,01076  mM x 1000 
     =  -0,01076  µmol 
 Sehingga  
1 U (unit aktivitas)   = 1 µmol/menit 
    =  
    = -0,00538 µmol/menit 
b. Untuk  (6 jam) 
 
Konsnntrasi glukosa   = -1,2345mg/mL 
1 U (unit aktivitas)   = 1 µmol/menit 
mM    =  
     = -0,0685 mM x 1000 
     = -0,0685µmol 
1 U (unit aktivitas)   = 1 µmol/menit 
    =  
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    = -0,04925 µmol/menit 
c. Untuk  (24  jam) 
 
Konsnntrasi glukosa   = 0,3580 mg/mL 
1 U (unit aktivitas)   = 1 µmol/menit 
mM    =  
     =    0,001988 mM x 1000 
     = 0,001988 µmol 
1 U (unit aktivitas)   = 1 µmol/menit 
    =  
    = 0,000994 µmol/menit 
d. Untuk  (30  jam) 
 
Konsnntrasi glukosa   = 1,9012 mg/mL 
1 U (unit aktivitas)   = 1 µmol/menit 
mM    =  
     =    0,01056   mM x 1000  
     =   0,01056   µmol 
1 U (unit aktivitas)   = 1 µmol/menit 
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    =  
    = 0,00528 µmol/menit 
e. Untuk  (48  jam) 
 
Konsnntrasi glukosa   = 3,9012  mg/mL 
1 U (unit aktivitas)   = 1 µmol/menit 
mM    =  
     =    0,02167 mM x 1000 
     =  0,02167 µmol 
1 U (unit aktivitas)   = 1 µmol/menit 
    =  
    = 0,02708 µmol/menit 
f. Untuk  (54 jam) 
Konsnntrasi glukosa   = 3,5802  mg/mL 
1 U (unit aktivitas)   = 1 µmol/menit 
mM    =  
     =    0,01989 mM x 1000 
     = 0,01989 µmol 
1 U (unit aktivitas)   = 1 µmol/menit 
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    =  
    = 0,009945 µmol/menit 
g. Untuk  (72 jam) 
Konsnntrasi glukosa   = -3,2834  mg/mL 
1 U (unit aktivitas)   = 1 µmol/menit 
mM    =  
     =    -0,01824 mM x 1000 
     = -0,01824 µmol 
1 U (unit aktivitas)   = 1 µmol/menit 
    =  
    = -0,00912 µmol/menit 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
